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Concetto di DNA ricombinante 



Con il termine di DNA ricombinante si intende una sequenza di 
DNA ottenuta artificialmente dalla combinazione di materiale 
genetico di origini differenti. 

Si definisce proteina ricombinante ogni proteina ottenuta da 
trascrizione e traduzione di un frammento di DNA ricombinante 
inserito all'interno di un organismo ospite, che diviene in 
questo modo geneticamente modificato. 

Con il termine comune di tecniche del DNA ricombinante ci si 
riferisce alle tecniche di cui l'ingegneria genetica si serve 
comunemente. 

www.wikipedia.it 
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DNA ricombinante 

Possibile esprimere prodotto genico di una data specie, in una specie diversa. 
Questo possibile grazie ad universalità del codice genetico 
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Concetto DNA ricombinante diverso dal concetto di ricombinazione 

DNA ricombinante prevede un vettore ed un inserto. 

Inserto contiene DNA di interesse (un gene, una funzione, ecc.) 

Vettore contiene sequenze di regolazione, origine di replicazione, siti di clonaggio, 

ecc. 
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Esempio DNA ricombinante: un frammento di DNA di un anfibio, inserito in un 
vettore plasmidico batterico (concetto di origine da organismi diversi) 
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DNA principio trasformante. Quindi depositario informazione genetica 
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Perchè trasformazione da ceppo non patogeno ruvido, a ceppo patogeno liscio? 
Frammento codificante gene capsula, poteva trasformare cellule non patogene, 
rendendole patogene 
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DNA trasformante, se entra in cellula ricevente, può ricombinare ed entrare a far 
parte del genoma della cellula trasformata 

Ovviamente è possibile trasformare batteri con una molecola di DNA autonoma, ossia 
un "mini-cromosoma" circolare (in genere un plasmide) che porta i geni di interesse 
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Modalità di scambio di materiale genetico più "fisiologica", attraverso coniugazione 



8 




D Zjgjp » Biologia Molocolare 



Coniugazione passa attraverso una funzione codificata da una molecola di DNA 
extracromosomica detta plasmide 

Si duplica, ssDNA passa nel pilus, e la cellula ricevente ottiene copia plasmide 



9 




D Zlp^o . Biologia Molocolare 



In natura, problema legato ad insorgenza RESISTENZE ad antibiotici 
Trattamento massivo animali da allevamento con antibiotici, favorisce selezione 
ceppi resistenti 

Plasmidi possono essere scambiati a volte anche fra specie diverse compatibili, s 
direttamente, sia attraverso trasformazione 



BATTE. 




Plasmide classico, fattore F, ossia fattore di Fertilità 

Se fattore F è integrato nel genoma della cellula donatrice, quando avviene scambio, 
possono essere trasferiti anche frammenti del cromosoma della cellula donatrice 




Il plasmide circolare viene tagliato. Un filamento migra, l'altro rimane. 
Ciascuno, nel donatore e nel ricevente, fa da stampo per l'elica complementare 



Infezione fagica 
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Materiale genetico può passare da na cellula all'altra anche attraverso tradsduzione 
Ciclo infettivo virus batterico, o fago 
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o litico, lisi della cellula e liberazione nuova progenie virale 



Ciclo lisogeno 
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Ciclo lisogeno, virus integra, ma non replica 

In seguito ad induzione, virus quiescente può reattivarsi. 
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Se in seguito ad infezione, si ha degradazione del DNA cellulare, alcune particelle 
virali possono incorporare DNA della cellula... 

...e quindi trasdurre questo DNA in una nuova cellula, al momento dell'infezione 
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Visualizzazione infezione fagica: piastra di Petri con terreno di coltura. 
Batteri vi crescono, formando una patina opaca 

Nei punti in cui è in corso infezione fagica, si ha lisi, e quindi compaiono zone "chiare" 
sulla patina di cellule batteriche 
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Placche di lisi 
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Zone "chiare" non contengono cellule, perchè lisate dal virus 



Fagi e plasmidi 



1 fagi e i plasmidi vivono nei batteri 


Tipo di unità 


Struttura del genoma 


Modo di propagazione 


Conseguenze 


Fago Irtico 


ds- o ss-DNA o RNA 
lineare o circolare 


Infetta l'ospite suscettibile 


Di solito uccide r ospite 


Fago hsogenico 


ds-DNA 


Sequenza lineare 
nel cromosoma ospite 


Immunità contro 
l'infezione 


Plasmide 


ds-DNA circolare 


Si replica in un numero 

definito di copie 

Può essere trasmissibile 


Immunità contro 

i plasmidi dello stesso 

gruppo 


Episoma 


ds-DNA circolare 


Circolare libero 
o lineare integrato 


Può trasferirsi 
nel DNA dell ospite 
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Quindi sia i plasmidi, sia i fagi, possono essere utilizzati come vettori di DNA 
ricombinante 




Clonaggio 





CLONE: 

Microbiologia: 

• Popolazione di cellule od organismi 
geneticamente identici e derivanti da 
un singolo progenitore. 

Biologia Molecolare: 

• Popolazione di molecole ricombinanti 
aventi lo stesso inserto, o colonia di 
microorganismi che ospita una 
specifica sequenza di DNA inserita in 
un vettore. 
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Per "clone" si intende una popolazione di cellule od organismi geneticamente identici 
e derivanti da un singolo progenitore 

In biologia molecolare, indica una popolazione di molecole ricombinanti aventi lo 
stesso inserto, o una colonia di microrganismi che ospita una specifica sequenza di 
DNA inserita in un vettore. 



Concetto di clone 
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Se dei batteri vengono trasformati, in ognuno viene inserita una diversa molecola 
DNA ricombinante (vettore + inserto) 

Crescendo, ogni singola cellula forma una colonia di organismi identici, ossia dei c 



Enzimi di restrizione 

- Servono a tagliare il DNA in modo preciso e prevedibile 

- Sono stati isolati più di 1200 enzimi da procarioti 

- Riconoscono più di 130 diverse sequenze nucleotidiche 
(sequenze palindromiche di 4, 6 o 8 nucleotidi). 

Il nome deriva dal batterio da cui è stato isolato: 

EcoRI E = genere Escherichia 

co = specie coli GAATTC 
R = ceppoRY13 CTTAAG 
I = prima endonucleasi isolata 




BamHÌ B = genere Bacillus 

am ■ specie amyloliquefaciens GGATCC 
H = ceppo H CCTAGG 
I = prima endonucleasi isolata 
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Enzimi di restrizione 
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Frammenti di DNA derivati da specie diverse, possono essere "tagliati" e "ricuciti" 
insieme, grazie all'impiego degli enzimi di restrizione 
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Enzimi di restrizione 
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Alcuni enzimi di restrizione creano dei frammenti di DNA le cui estremità sono 
"coesive": 

Taglio "sfalsato" sulle due eliche, lascia piccolo tratto di DNA a singola elica. Un 
frammento di DNA iverso tagliato con lo stesso enzima, crea una estremità 
complementare, che quindi permette l'appaiamento delle singole eliche 
complementari presenti su frammenti diversi, e la loro ricongiunzione 



Enzimi di restrizione 
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Quando estremità non sono sfalsate, ma il taglio è "piatto", le estremità non sono 
coesive. Taglio detto "blunt" 

Diversi enzimi riconoscono sequenze di restrizione diverse 

Si può avere sia 5' protruding (EcoRI, Hindi 1 1) sia 3' protruding (Pstl) 
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Nome enzimi: da microorganismo nel quale è stato identificato. 
Ad esempio, EcoRI significa "Escherichia coli Restriction (enzyme) I 



Palindromi 
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Perchè gli enzimi di restrizioni utilizzati per la creazione di molecole di DNA 
ricombinante, formano estremità coesive, compatibili quando il taglio, sulle diverse 
molecole di DNA, viene fatto con lo stesso enzima? Perchè la sequenza target è 
palindromica 



Quadrato SATOR, Ercolano, 79 DC 




Una stessa sequenza, letta nella stessa direzione (5'=>3') su entrambe le eliche 
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Enzima riconosce sequenza palidroma, e la taglia 



Annealing estremità 
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Se due molecole di DNA diverse vengono tagliate con lo stesso enzima di restrizione, 
formano estremità coesive 

Queste possono legarsi solo a molecole che hanno estremità compatibili 



Molecola di DNA ricombinante 
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Vettore (nero) tagliato con un enzima di restrizione 
Inserto (colore) tagliato con lo stesso enzima di restrizione 
estremità sono compatibili, possono legarsi grazie a complementarietà fra le bas 
Se ligate, formano una nuova molecola di DNA ricombinante 
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Enzima di restrizione taglia legame fosfodiesterico 



Enzimi di restrizione 
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Tutti i tagli sono nella stessa posizione 
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Esistono diversi enzimi di restrizione 

Quelli che creano estremità coesive compatibili, sono detti di Tipo II 

Altri enzimi (di tipo I e di tipo III) invece possono tagliare in posizioni diverse rispetto 

al sito di riconoscimento. Questi non possono essere utilizzati per formare estremità 

coesive 



Significato biologico della restrizione 
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Quale è significato biologico della restrizione 

DNA esogeno può appartenere ad un patogeno. Questo viene riconosciuto da 
nucleasi di restrizione (gli enzimi di restrizione sono delle endonucleasi) che lo 
degrada 
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Come fa enzima di restrizione a riconoscere DNA della cellula e a non tagliarlo? 
Sequenza bersaglio dell'enzima di restrizione può essere modificata, ad esempio 
mediante metilazione di alcune basi 



Tipi di estremità 
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Unione delle estremità 
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Se estremità sono coesive, frammenti possono essere saldati da ligasi 

Se sono piatte, ligazione possibile grazie ad una particolare ligasi, derivata dal fago T4 



Enzimi di restrizione in diagnostica 
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In diagnostica: 

Paziente con anemia falciforme, mutazione che determina perdita di un sito Mstll 
Restrizione crea frammento più grande in paziente con mutazione, frammento 
piccolo in paziente normale 
Frammento grande: soggetto S/S 
Frammento piccolo: soggetto A/A 
Entrambi: portatore A/S 
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Amplificazione plasmide 



DNA plasmidico ricombinante 
a doppia elica introdotto 
in una cellula batterica 



cellula 
batterica 



coltura cellulare 
che produce 
batteri nuovi 
a centinaia di milioni 
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dai batteri lisati 

si isolano 
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di plasmide puro 
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In seguito a trasformazione, si inserisce molecola ricombinante in cellula batterica 
Crescita in terreno di coltura, moltiplicazione. DNA può essere estratto da cellule 
batteriche in numerose copie 
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Se taglio una grande molecola di DNA con un dato enzima, si producono frammenti 
diversi 

Se tutti vengono clonati, ogni batterio riceve un frammento diverso 

Facendo crescere le colonie, ogni colonia porta un frammento diverso 

DILUIZIONE delle cellule batteriche dopo trasformazione, in modo da averne poche e 

separate fra di loro sulla piastra 

Crescendo, formano colonie distinte e separate 
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Libreria genomica 
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Se voglio individuare colonia che contiene uno specifico frammento, posso utilizza 
delle sonde. 

Una sonda è una molecola di DNA complementare alla molecola che sto cercando 
nelle diverse colonie batteriche 

Marco DNA, lisi, ibridazione, e la sonda marcata si lega in corrispondenza della 
colonia che contiene DNA complementare 
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Non tutti i batteri ricevono il plasmide. Come separare batteri trasformati da batteri 
non trasformati? 

Si utilizza un plasmide che porta un gene per la restistenza ad un dato antibiotico. 
Facendo crescere i batteri in presenza di antibiotico, solo quelli trasformati potranno 
crescere e duplicarsi 
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Negli anni sono stati messi a punto diversi vettori di clonaggio, con diverse 
caratteristiche: gene per la resistenza, gene per la beta-lattamasi (LacZ), vettori di 
espressione se hanno sequenze regolatrici, resistenze multiple. 
Tutti hanno originedi replicazione 



Libreria genomica 
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Una Ibreria genomica consiste in un insieme di cloni, ciascuno contenente un diverso 
inserto di DNA. Ciascun frammento ha la stessa origine. 
Libreria genomica di un dato organismo, o di un dato cromosoma, o di un altro 
microorganismo, ecc. 
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Genoteca e libreria genetica sono sinonimi 
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In seguito a trasformazione, posso avere: 

Batteri non trasformati => nessun plasmide 

Batteri trasformati con plasmide senza inserto => resistenti 

Batteri trasformati con plasmide con inserto => resistenti 



Selezione 
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Quindi selezione non solo dei batteri trasformati, ma anche di quelli trasformati c 
hanno l'insrto (rispetto a batteri trasformati solo con il vettore plasmidico) 
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Devo utilizzare un sistema che permetta soltanto la crescita di cellule batteriche 
trasformate con plasmide che contiene l'inserto. 
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Primi sistemi: doppia resistenza 

Plasmide di E. coli, pBR322. 

Resistenza ad Ampicillina e a Tetraciclina 

Taglio in un gene per la resistenza (ad es. Ampicillina), e inserisco inserto 

Plasmide non modificato porta entrambe le resistenze 

Plasmide con iserto porta solo la resistenza alla tetraciclina (gene ampicillina 

inattivato da inserzione del frammento clonato) 
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nserzione del frammento inattiva il gene per la resistenza 



DNA ricombinante e selezione 
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Tet+ Amp+ Tet+ Amp- Tet- Amp- 
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3 tipi di batteri: 

Resistenti a tetraciclina e ad ampicillina: vettore senza inserto 

Resistenti solo a tetraciclina: vettore con inserto (gene ampicillina inattivato) 

Sensibili: non è stato trasformato dal plasmide 




Tet+ Amp- Tet+ Amp+ 
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Batteri vengono piastrati su due diverse Petri 

Una contiene solo tetraciclina, l'altra entrambi gli antibiotici 

Batteri che crescono su piastra Tet+ ma non su piastra Tet+Amp+, sono quelli che 

hanno l'inserto 

Possono essere recuperati dalla piastra corrispondente Tet+ Amp- 
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Successivo sistema di selezione: gene LacZ produce Beta-galattosidasi (Lac Operon 
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Prodotta subunità alfa lacZ in ceppo batterico che non la produce (mutante). 
Quindi solo i batteri trasformati da plasmide che contiene gene LacZ-alfa, possono 
produrre l'enzima 

Clonaggio nella sequenza codificante per LacZ. 
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Nel gene LacZ, siti per diversi enzimi di restrizione 




Se gene integro (non si ha inserto), beta-gai prodotta 
Se gene interrotto da inserto, beta-gai non prodotta 
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In presenza di X-gal (analogo del lattosio), cellule che non hanno inserto, producono 
beta-gai 

Cellule con inserto, non la producono 

Beta-gai scinde X-gal, e il prodotto processato determina colorazione blu colonie 

Colonie blu: hanno plasmide ma non hanno inserto 
Colonie bianche: hanno plasmide con inserto 




noi imMIW k *npc'W^ and do noi %>wn %*ncuxv# toc/' ** svo lo "itMioOfo 

cotonmonm^oonttMnotMonttMe. X-O*. onO *jm Mi» on MÉ t*t oc*»* X-goi 



D Zlpoto . Biologia Molecolare 



Batteri non trasformati: non crescono, perchè plasmide contiene anche gene per 
resistenza ad antibiotico 



Selezione lacZ 
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Batteri non trasformati: non crescono, perchè plasmide contiene anche gene per 
resistenza ad antibiotico 
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Ogni batterio porta un frammento diverso del genoma originario 
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Selezione 



I filtro posto sopra una 



I cellule seminate su un 



cellule fremirete tu un 
f>Hfo pomo •op'è un» 
,p.a*tr» di *■.**■ 




nmoi.oo#òdtttro 
d«ll'ibr»da£on« 



espostone dal faro 
ibnda«o ad un film 
ip*< raggi X 




per raggi X 
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Se voglio individuare colonia che contiene uno specifico frammento, posso utilizza 
delle sonde. 

Una sonda è una molecola di DNA complementare alla molecola che sto cercando 
nelle diverse colonie batteriche 

Marco DNA, lisi, ibridazione, e la sonda marcata si lega in corrispondenza della 
colonia che contiene DNA complementare 
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Marcatura sonde 



Nick translation 



M.t < — (Ili « 



1 



ZZO. 



I .... ... < £i . 

. fM l«4M,fc..r M tl I 



<r 1 1 I 1 1 I I 1 1 I 1 I 1 1 1 1 I TTTT 



Polinucleotide chinasi 



uw- 



I r Jll.iMunlu vita foxUtau 



voti- 







• V,, 

■lo 
II 



g n«i vi p 



- 



! Il 
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Chromosome walking 




a: 



« MAK£ PROBE FROM END Of CLONE A 
♦ USE PROBE TO lOCNTW N€W CLONE 



don* B • MA ICE PROBE FROM END Of CLONE B 

♦ USE PROBE TO lOCNTlfY NCW CLONE 



RESULT: COLLECTION OF ■ 

ORDEREO OVERLAPPING OHA don* C ♦ I 

CLONE S TMAT COVER THE ■ 

E N TIRE CMROMOSOMAL REGION I 



ptovtousty ctoned gtt» or (prette rrviiker 



1 1 II I I IMI II II II II II 



clxomoiomil DNA 



linoni» «va Hi 
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Con le sonde, posso ricostruire contiguità fra frammenti clonati in cloni batterici 
diversi 

Individuo un frammento. Faccio una sonda da sequenza all'estremità 
Utilizzo questa sonda per trovare molecola adiacente, ecc. Ecc. 



DNA fingerprinting 




r 



l- 

/M/ài 

ImMmmm mmm 



-I 



DNA. • 



l)\ \ finii i pi iiithig .ìii.iIya cnccs 
Urtwccn imlividtials of ihc ti.'..mu*uN -.z cuciala! 
by using restriction cnzymes to elea ve regione 
tliai coutaui short repcaied vciiuciiccs 



Ili 1 


■IMI 1 1 

III • 




1 1 _ • 



DNA fimbr 

itili 



1 




with |imhr 
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Taglia più frequentemente un enzima di restrizione che riconosce 

4 bp, o un enzima che riconosce 6 pb? 

Perchè? 

Quale è la dimensione media dei frammenti ottenuti tagliando con 
un ER 4 bp e con un ER 6 bp? 
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Taglia più frequentemente un enzima di restrizione che riconosce 4 bp, o un enzima 

che riconosce 6 pb? 

Perchè? 

Quale è la dimensione media dei frammenti ottenuti tagliando con un ER 4 bp e con 
un ER 6 bp? 



Quante volte taglia un enzima 

Probabilità di trovare un sito di restrizione: 

basi probabilità 

4 (1/4) 4 = 1/256 

5 (1/4) 5 = 1/1024 

6 (1/4) 6 = 1/4096 
8 (1/4) 8 = 1/65536 
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